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(54) COMPLEXES METALLIQUES DE POLYAMINOACIDES, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEUR 
w UTILISATION EN IMAGERiE DIAGNOSTIQUE. 

(57) L'invention concerne des complexes du gadolinium de .Ces complexes sont utiiisables dans te domaine de 
foTrriule I: 
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-OOC-CH-N-CH 2 CH 2 N — CH — COO* 
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'imagerie diagnostique. 
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"OOC-CH-N— CH 2 — CH 2 N — CH — COOM 

t \ 
R R 

dans laquelle R represente un groupe de foimule: 

-(CH 2 ) 2 -CO-NH.CH 2 -CO-NH — ^ ^ x 

X ' CO-NR 1 R 2 
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La presente invention concerne des complexes metalliques 
de polyaminoacides, leur procede de preparation et leur utilisation en 
imagerie diagnostique, 

Ces composes sont des derives ramifies de I'acide 
gadoterique, commercialise sous forme de sel de meglumine sous la 
marque Dotarem®, comme agent de contraste pour Timagerie par 
resonance magnetique. Le gadoterate de meglumine est un complexe 
stable dont la relaxivite spin-reseau a 37° C et 20 MHz est environ 3,5 
rnM'V 1 , du meme ordre de grandeur que celle des autres agents de 
contraste commercialises. 

Les complexes de gadolinium selon linvention ont des 
relaxivites R 1 superieures a 20 mM" 1 s" 1 ; ceci permet d'administrer au sujet, 
pour obtenir une meme intensite de signal, une composition de diagnostic 
dont la concentration molaire en Gd 3 * complexe, et done en compose selon 
I'invention, est 6 fois et meme 10 fois inferieure aux concentrations 
actuellement utilisees en clinique. 

Comme rpsmolalite et la viscosite des solutions des 
complexes de I'invention, pour une meme relaxivite, sont nettement 
inferieures a celles du Dotarem® et meme des composes non ioniques 
comme le gadodiamide, on peut envisager d'utiliser des solutions dont la 
teneur ponderale en principe actif est superieure a celles que Ton connait 
pour obtenir des images de meilleure qualite, sans atteindre un niveau 
d'effets secondares inacceptables. 

Outre rion metaliique lourd Gd 3 *, ces complexes component 
des atomes de brome ou d'iode et sont opaques aux rayons X et ils sont 
suffisamment solubles, notamment par la presence de groupes hydrophiles 
autour des noyaux aromatiques, pour etre utilises en radiologie conven- 
tionnelle. 
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Les composes de I'invention ont pour formule : 



? - ? 

•OOC-CH-N-CH 2 CH 2 N-CH-COO' 

CH 2 CH 2 
I Gd 3+ | 

CH 2 CH 2 

•OOC-CH-N— CH 2 — CH 2 N-CH-COOM 

R R 



dans laquelle 

R represente un groupe 



-(CH 2 ) 2 -CO-NH-CH 2 -CO-NH — ^ ^ 





I 



30 



CO-NR,R 2 



dans lequel X est Br ou I, 

est H, (C,-C 3 )alkyle ou (C 2 -C 8 )mono- ou polyhydroxyalkyle et 
R 2 est (C 2 -C 8 )mono- ou polyhydroxyalkyle, ou bien 
R, est H et R 2 est un groupe 

CO-NR.'R," 
-CH 2 -CO-NH — / \ X A 

X CO-NR/Ra' 
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X etant tel que defini ci-dessus et 

R\ et R' 2 prenant independamment I'un de I'autre Tune quelconque des 
significations donnees pour R 1 et R 2f a I'exclusion de A, 
etant entendu que -CO-NR,R 2 ou -CO-NR^R^ comportent au moins 2 
5 groupes hydroxyle, et M represente H ou un cation organique ou mineral. 
Parmi ceux pharmaceutiquement acceptables, on peut citer Na + ou ceux 
derives de la lysine, I'arginine, la N-methylglucamine ou la diethanolamine. 

Les groupes alkyles peuvent etre lineaires ou ramifies. 

On prefere les composes dans lesquels -CON R 1 R 2f ou 
10 -CONR^R^ porte au moins 6 groupes hydroxyle et particulierement repre- 
sente -CONCCh^^HOHJ^HpH)^ 

Les composes de formule I peuvent etre prepares par 
action de Tannine de formule II 




X CO-NRtRs 



20 dans laquelle X, R lf R 2 sont tels que definis ci-dessus, 

sur le complexe du gadolinium de formule III repondant a la formule 
developpee I dans laquelle R = -(CH^COOH, en presence d'un agent de 
couplage, notamment de I'un de ceux utilises en synthese peptidique, tel 
qu'un carbodiimide, par exemple en solution aqueuse. 

25 Les amines de formule II, pour lesquelles R 2 est distinct de 

A, peuvent etre obtenues par reaction de HNR^ avec le dichlorure de 
diacide de formule IV : 
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CO-CI 



NH 2 -CH 2 -CO-NH 



-t 




IV 



X 



CO-CI 



clans lequel la fonction NH 2 est protegee sous forme de phtalimide, suivie 
d'une hydrazynolyse. 



Les anninoalcools HNR^ sont connus ou peuvent etre 



prepares par des methodes analogues a celles decrites dans la litterature. 
On peut citer, en particulier, les aminoalcools commercialises, definis par: 



i) R t = H et R 2 = CH(CH 2 OH) 2 ; 

ii) R, = H et R 2 = CH 2 -CHOH-CH 2 OH 

ou CH 2 -(CHOH) 2 -CH 2 OH; 
iiiJR, = CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH et R 2 = CH 3t CH 2 CH 2 OH ou R,; 
iv) la glucosamine, 

et plus generalement ceux decrits dans EP-A-558 395, EP 



EP-A-25083 et EP-A-33 426. 

Les amines de formule II pour lesquelles R 2 represente A 
et R t represente H sont simplement obtenues en faisant reagir une amine 
de formule H 2 NA sur le dichlorure de diacide de formule IV prealablement 
N-protege. On notera que I'amine H 2 NA T laquelle correspond a une amine 
de formule II dans laquelle Fl, est distinct de A, peut etre preparee 
conformement au procede propose ci-dessus. 



Les compositions d'agent de contraste pour Timagerie par 



resonance magnetique qui contiennent un compose de formule I dans un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable sont un autre objet de ('invention. 
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Leur forme pharmaceutique sera adaptee a la voie d'administration. 

De preference, ces compositions d'agents de contraste 
seront des solutions aqueuses de sels physiologiquement acceptables du 
complexe de formule I. Les compositions de-1'invention peuvent contenir en 
outre des stabilisants, divers additifs destines a rendre la solution isotonique 
ou permettent de fixer son pH, ainsi que tout autre type d'additif couram- 
ment utilise dans la technique. 

La concentration de la composition sera adaptee a la voie 
eta la zone d'administration; elle sera en general comprise entre 0,01 M et 
0,5 M et, de preference, entre 0,05 M et 0,1 M. 

La dose unitaire sera evidemment fonction de la structure 
du complexe et de la nature de I'examen; en general, on administrera de 
0,005 mmole/kg a 0,1 mmole/kg. 

Dans ce qui suit, on decrit les precedes de preparation du 
complexe de formule III, en solution aqueuse, de I'aniline de formule II dans 
laquelle R, = R 2 = CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH et de cede dans laquelle R, = H et 
R 2 = A avec R', = R' 2 = CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH. 

Preparation du complexe de formule III 

Etape a) 

On verse Jentement 167 g de 2-bromoglutarate de 
dimethyle dans une suspension de 30 g de 1 ,4,7,1 0-tetraazacyclododecane 
et 97 g de carbonate de potassium dans 875 ml d'acetonitrile; le melange 
est agite, sous atmosphere inerte a 60° C pendant 48 heures au cours 
desquelles on ajoute 83 g de 2-bromoglutarate de dimethyle. Puis, a 
temperature ambiante. le milieu reactionnel est filtre et la solution concen- 
tree a sec. L'huile residuelle est purifiee par chromatographie sur silice, en 
eluantavec un gradient de dichloromethane-methanol (100/0 a 80/20) pour 
donner 43 g d'octaester sous forme d'huile. 
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Etape b) 

Uhuile precedente en solution dans 72 ml de methanol est 
introduite dans une solution aqueuse de NaOH (68 g NaOH; 340 ml d'eau), 
et le melange est maintenu sous agitation a 70* C pendant 48 heures. 

Le methanol est elimine sous pression reduite et la phase 
aqueuse extraite avec du chlorure de methylene, avant d'y introduire 
environ 800 ml de resine cationique echangeuse d'ions Amberlite®, 
commercialisee par Rohm et Haas, sous la designation IRC 50 (acide 
faible). 

Apres 1 heure de contact, la resine est eliminee et on 
introduit dans la solution 680 ml de resine Amberlite® anionique echan- 
geuse d'ions, designee par IRA 458 (base forte). 

Apres 12 heures, la resine est separee et introduite dans 
une colonne; le produit cherche est isole par elution a I'aide de 4 I d'une 
solution aqueuse decide acetique 3N puis 4 I de solution 6N. 

On obtient, apres elimination du solvant sous pression 
reduite, 31 g de cristaux blancs. 

RMN 13 C (200 MHz; DMSO-d6; T = 30° C): 24; 31 ; 48; 62; 

172; 174. 

Etape c) 

29,4 g de I'octaacide precedemment obtenu sont mis en 
suspension dans 530 ml d'eau, avec 15,8 g de GdCI 3 , 6 H 2 0; sous 
agitation, une solution aqueuse de NaOH 1N est introduite lentement 
jusqu'a ce que le pH du milieu soit stabilise a 6,5. Le milieu est alors filtre 
sur un filtre Millipore®' de maille 0,45 /im et le filtrat concentre a sec. On 
obtient, apres dessication 49,3 g de sel de sodium du complexe de 
gadolinium de formule III, sous forme d'un solide beige cqntenant le NaCI 
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forme au cours de la complexation. 

Relaxivite R 1 (37* C; 20 MHz) = 5,9 mM'V 1 ; 
Chromatographie : HPLC, sur colonne Licrosorb® Diol 5 /im 
(Merck), eluant CH 3 CN/KH 2 P0 4 0,01 M (50/50 - v/v) 
5 Temps de retention : 2 minutes. 

Preparation de I'amine de formule II dans laauelle R< = R g = CH 2 -(CHOH) 4 - 
CHoOH et X = I (Compose ila) 

1 0 Etape a) 

Sous agitation, on introduit peu a peu 179 g de chlorure de 
N-phtaloylglycine dans une solution a 0° C de 119 g de dichlorure de 
I'acide 5-amino-2A6-triiodoisophtalique dans 500 ml de dimethylaceta- 
mide; le melange est agite plusieurs heures a 0* C puis, apres une nuit a 

15 temperature ambiante, il est introduit lentement dans 10 litres d'eau; le 
precipite forme est isole et dissous dans 3 I d'acetate d'ethyle. Cette 
solution est lavee avec une solution aqueuse de bicarbonate de sodium, 
puis avec de I'eau, sechee, puis concentree. On obtient 125 g du dichlorure 
de I'acide 2 f 4,6-triiodo-5-phtalimidoacetamidoisophtalique. 

20 

Etape b) 

On maintient 5 heures a 80* C une solution, dans 1000 ml 
de dimethylacetamide, de 104 g du dichlorure d'acide precedent, 208 g de 
disorbitylamine et 50 ml de triethylamine. Le precipite forme est separe et 

25 le solvant est elimine par distillation sous pression reduite; le residu est 
dissous dans Teau a pH 3 et mis en contact avec 750 ml de resine 
cationique echangeuse d'ions Amberlite® commercialisee par Rohm et 
Haas sous la denomination IRN 77 (acide fort). Apres 2 heures d'agitation, 
on separe la resine et on introduit dans ia solution aqueuse (700 ml) du 

30 diamide purifie, 17 ml d'hydrate d'hydrazine. Apres 5 heures d'agitation a 
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80° C, le milieu est acidifie a temperature ambiante par addition de 26 ml 
d'une solution aqueuse d'acide chlorhydrique 10 N. Le precipite forme est 
isole et la solution est passee sur une colonne de 500 ml d'une resine 
anionique faible echangeuse d'ions (Amberlite® IRA 67) puis 80 ml d'une 
resine cationique faible (Amberlite® IRC 50); on traite la solution obtenue 
par 4 I de resine Amberlite® acide fort, sur laquelle se fixe le produit final; 
ij est elue par une solution aqueuse de NH 4 OH. L'amine II est obtenue avec 
70 % de rendement sous forme d'un solide beige. 

Chromatographie HPLC : colonne LiCrosphere® C 18,5 pm 

(Merck) - h = 25 cm; d = 4 mm. 

Eluant* : CH 3 CN/PIC® B8 0,05 M (Waters) 5/95; debit : 1 
ml/mn 

Temps de retention des isomeres : 8 minutes environ 

* : PIC B8 : melange acide octane sulfonique/methanol/ 

acetate de calcium/eau. 

Preparation de l'amine de formule II dans laquelle R 1 = R ? = 
CH.fCHOH),CH ? OH et X = Br (Compose lib) 

On applique le meme mode operatoire que precedemment 
pour obtenir le produit souhaite. Le pic moleculaire de son spectre de 
masse par electrospray est correct. En chromatographie liquide haute 
performance, les temps de retention des isomeres sont d'environ 8 minutes 
dans les memes conditions que precedemment. 

Uacide 5-amino-2.4,6-tribromoisophtalique de depart est 
prepare avec 85 % de rendement par action de 100 ml de brome sur une 
solution dans 1300 ml d'eau et 380 ml d'acide chlorhydrique concentre, de 
87 g d'acide 5-aminoisophtalique. 

CCM : Si0 2 Merck : 

C 6 H 6 /CH 3 C0C 2 H 5 /HCO 2 H (60/25/1 1) Rf = 0,8; 
(CH 3 ) 2 CHOH/CH 3 COOC 2 H 5 /NH 4 OH (35/35/40) Rf = 0,4. 
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Le dichlorure d'acide correspondant est prepare de fagon 
classique par action de SOCI 2 sur le diacide correspondant avec 88 % de 
rendement. 

CCM : SiO z Merck : 
CH 2 Ci 2 Rf = 0,9. 

Les phtalimides (dichlorure d'acide et diamide) ont 
respectivement des temps de retention de 11 minutes et de 15 a 30 
minutes en chromatographic liquide haute performance, sur colonne 
UCrosphere ® 100 RP18 (Merck) I = 250 mm; d = 4 mm, avec un debit de 
1 ml/minute en eluant dans le premier cas avec un melange 60/40 
d'acetonitrile et de solution aqueuse 0,01 M de KH 2 P0 4 et, dans le second 
cas, avec le meme melange dans les proportions 7/97 (v/v). 

Preparation de Tamine de formule II avec R 1 = H. R ? = A, = R' 2 = 
CHo(CHOH)XH ? OH. X = I (Compose lie) 

Etape a) 

On agite 24 heures a 70* C une solution, dans 400 ml de 
dimethylac^tamide, 59 g du dichlorure de I'acide 2 t 4 l 6-triiodo-5-phtalimi- 
doacetamidoisophtalique, 200 g de famine Ma obtenue, par mise en oeuvre 
du mode operatoire precedent et 29,5 ml de tributylamine. 

Le solvant est alors eiimine sous pression reduite et le 
residu est purifie par chromatographic sur 4 kg d'adsorbant XAD1600 
(Rohm et Haas) en eluant avec un melange CH 3 OH/H 2 0. 

La solution aqueuse, qui contient 80 % du produit attendu, 
est traitee comme dans la preparation precedente par I'hydrate d'hydrazine 
pour donner I'amine II attendue avec un rendement de 85 % par rapport a 
I'amine Ha de depart. 

Chromatographie : gel Superdex® 30 en colonne 16 
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mm/60 cm (Pharmacia). 

Efuant : tampon NaCi 0,1 M/NaH 2 P0 4 0,05 M/NaN 3 0,01 M 

pH = 7.2; 

Debit 1 ml/minute; 

Volume d'elution : 102 ml pour 1 mg dans 250 /if. 



HPLC colonne Symmetry® C 18,5 (Waters) I = 25 cm 
d = 4,6 mm; 

Eluant : CH 3 CN/KH 2 P0 4 0,01 M (15/85) (sans CH 3 CN 
pendant 5 minutes); 
debit 1 ml/mn; 

Temps de retention des isomeres : 18 mn environ, 
Exemple 1 

Compose de formule I dans laquelle M = Na et 



On maintient 48 heures a temperature ambiante, sous 
agitation, 1 g du complexe de gadolinium de formule III, 5g du compose lla 
et 6,8 g de chlorhydrate de 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethyl-carbodii- 
mide dans 13 ml d'eau; le pH du milieu reactionnel est maintenu a 7, par 
addition a plusieurs reprises d'une solution aqueuse de HCI 1N. 

Le mifieu reactionnel auquel on a ajoute 50 ml d'eau est 
soumis a une ultrafiltration avec une cassette minisette de type nova 
commercialisee par la Societe Filtron (U.S.A.) comportant une membrane 
de 5 KDa de seuil de coupure. 

On obtient 2 g de produit brut sous forme de sel de sodium 
qui peut etre purifie par chromatographie d'exclusion sterique sur une 




CON[CH r (CH CH) i -CH r OK] 2 



CO-N[CH r (CH OH) 4 -CH r OH] 2 
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colonne de gel Superdex®, commercialise par Pharmacia, en eluant a I'eau. 

Chromatographic HPLC : colonne Licrosorb® Diol 5firn 
(Merck) 

Eluant : KH 2 P0 4 0,01 M/CK>CN (45/55) 
Debit 1 ml/mn . 

Temps de retention : 6 minutes 

R, (37° C - 20 MHz) = 27 mM'V 1 . 

Exemple 2 

Compose de formule I dans laquelle M = Na et 

Br CO-N[CH r (CH OH) A -CH 2 -OHl a 
R = -(CH 2 j 2 -CO-NH-CH r CO-NH--/ ^ Br 

Br CO-N[CH r (CH OH) 4 -CH 2 -OH] 2 

On introduit peu a peu 50 g de 1 -(3-dimethylaminopropyl)- 
3-ethyIcarbodiimide dans une solution, dans 100 ml d'eau, de 7,4 g du 
complexe de gadolinium de formule III et 37 g de I'amine lib, en maintenant 
le milieu a pH 7 par addition de HCI 1N. Apres 48 heures d'agitation a 
temperature ambiante, le milieu est soumis a une ultrafiltration, comme a 
I'exemple 1 , mais avec une membrane de 3 KDa de seuil de coupure, puis 
il est mis en contact avec 500 ml de resine anionique echangeuse dMons 
Amberlite® IRA 458 (base forte). 

Apres elimination de la resine et evaporation de I'eau, on 
obtient 14 g du produit attendu sous forme d'un solide beige. 

Chromatographie : HPLC coionne Licrosorb® Diol 5 /im; 

Eluant KH 2 P0 4 0,01 M /CH 3 CN (45/55 - v/v); 

Debit 1 ml/mn; 

Temps de retention : 5 minutes; 
(37° C - 20 MHz) = 25 mM'V 1 . 
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Exemple 3 

Compose de formule I dans laquelle M = Na et 



)-NH-CM ? -CO-NH ^\ / 



CO-N(CH 2 -(CH OH) 4 -CH 2 -OH| 2 
I 



» CO 

R = -(CH ?)r CO-NH-CH 2 -CO-NH-^5-l ' CO^CH r (CH OH,.CI V OH] 2 

)=< I CO-N\CH r (CHOH) 4 -CH 7 OH} 2 

I CO-NH CH 2 CO-NH . \ — / 

I CO-N[CH 2 {CH OH) 4 CH ? OH] 2 



On dissout 0,3 g du complexe du gadolinium de formule III 
et 3,5 g du compose lie dans 10 ml d'eau et on introduit goutte a goutte 
une solution d'HCI 1N jusqu'a pH 6.5, puis on ajoute 1.1 g du chlorhydrate 
<j e i_(3-dimethylaminopropyl)-3 ethylcarbodiimide. 

Apres 24 heures d'agitation a temperature ambiante, on 
ajoute 80 ml d'eau et on purifie comme precedemment, le milieu par 
ultrafiltration avec une membrane de 8 KDa de seuil de coupure, pour isoler 
1,5 g du sel de sodium du complexe attendu sous forme d'une poudre 
blanche. 
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REVENDICATIONS 
1. Complex© de gadolinium de formule : 



R R 
I - I 

"OOC-CH-N-CH 2 CH 2 N-CH-COO' 

CHp CH 2 

I Gd 3+ ! I 

CH 2 ; CH 2 

I . I 
•OOC-CH— N— CH 2 — CH 2 N— CH-COOM 

R R 
dans laquelle R est un groupe de formule : 

X CO-NR 1 R 2 
-(CH 2 )2-CO-NH-CH 2 -CO-NH— f x 




CO-NR,R 2 



dans lequel 
X est Br ou I 

R, est H, (C^-CaJalkyle ou (C 2 -C 8 )mono- ou polyhydroxyalkyle et 
R 2 est (C 2 -C 8 )mono- ou polyhydroxyalkyle, ou bien 
R, est H et R 2 est un groupe de formule : 



X CO-NR^R^ 



-CH 2 -CO-NH \ x A 

X CO-NR/R-,* 



X etant tel que defini ci-dessus et.R',, R' 2 prenant I'une quelconque des 
significations donnees pour R,, R 2 , a I'exclusion de A, etant entendu que - 
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CO-NR,R 2 ou -CO-NR^R'j component au moins 2 groupes hydroxyles, 
et M represehte H ou le cation d'une base mineraie ou organique. 

2. Complexe selon la revendication 1 de formule I, dans 
laquelle -CONR^ ou -CONR',R' 2 porte au- moins 6 groupes hydroxyle. 

3. Complexe selon Tune quelconque des revendications 
precedentes de formule I,, dans laquelle M est un cation organique ou 
mineral choisi parmi Na* et les cations derives-de la lysine, I'arginine, la N- 
methylglucamine ou la diethanolamine. 

4. Complexe selon I'une quelconque des revendications 
precedentes de formule I, dans laquelle R, et represented CH 2 - 

(CHOH)<-CH 2 OH. 

5. Complexe selon I'une quelconque des revendications 
precedentes de formule I, dans laquelle R, est H. R 2 est A et R', et R' 2 
represented CH 2 -(CHOH) 4 -CH 2 OH. 

6. Composition d'agent de contraste pour IRM, caracterisee 
en ce qu'elle comprend un complexe selon I'une des revendications 1 a 5 
sous forme de sel avec une base pharmaceutiquement acceptable, en 
association avec un vehicule pharmaceutique. 



A 



